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RESUMO

DE ALMEIDA, Thais Silva. Avaliacdo do Impacto do Extrato Aquoso de Amora-
Preta na Modulagdo Oxidativa e Hormonal em Ratos com Hipotireoidismo,
2025. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

O hipotireoidismo € uma condi¢cdo caracterizada pela deficiéncia de hormonios
tireoidianos que afeta principalmente mulheres e idosos e se relaciona a alteracdes
no metabolismo, figado e rins. Além disso, tem sido associado ao estresse oxidativo
e a alteracdes bioguimicas, como a dislipidemia. O estresse oxidativo desempenha
um papel fundamental no agravamento da doenca e pode comprometer a
homeostase hormonal. Embora o tratamento com levotiroxina seja eficaz, ele
apresenta limitagdes, 0 que torna necessdria a busca por terapias complementares.
Nesse contexto, dietas ricas em frutas e vegetais, como as amoras, que contém
compostos bioativos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, podem ser
benéficas no tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como o
hipotireoidismo. Dessa forma, este estudo avaliou os efeitos do extrato de amora-
preta Cainguad sobre parametros oxidativos, bioquimicos e hormonais em ratos
Wistar com hipotireoidismo induzido por Metimazol. Foram utilizados 24 ratos Wistar
machos adultos, com 60 dias de idade, divididos em trés grupos experimentais (n=8
por grupo): Controle (agua), Hipotireoidismo (Metimazol) e Hipotireoidismo + extrato
de Amora-preta Caingua (150 mg/kg). A inducéo do hipotireoidismo foi realizada por
meio da administracdo de Metimazol na agua de beber, na concentracao de 20
mg/100 mL, por 15 dias. Em seguida, os animais dos grupos hipotireoidismo
continuaram recebendo metimazol e passaram a receber também o extrato de
amora por mais 22 dias, até o término do experimento. Os resultados indicaram que
0s animais com hipotireoidismo apresentaram reducdes significativas nos niveis de
T3 e T4 e, o tratamento com o extrato de amora foi eficaz em reverter parcialmente a
queda nos niveis de T4. Além disso, o extrato de amora exerceu efeitos benéficos,
revertendo alteracdes nos niveis de triglicerideos e colesterol total, que se
mostraram diminuidos e aumentados, respectivamente, no grupo com
hipotireoidismo. Por fim, foram observados efeitos positivos do extrato de amora
sobre os parametros antioxidantes, especialmente a reversdao dos niveis de
peroxidacao lipidica e atividade da enzima catalase. Esses achados sugerem que o
extrato de amora pode contribuir para a reducédo do estresse oxidativo associado a
disfuncéo tireoidiana, além de auxiliar na regulacdo do perfil hormonal e lipidico,
apresentando-se como uma alternativa terapéutica complementar ao tratamento
convencional.

Palavras-chave: Disfuncdo enddcrina, Tireoide, Metimazol, Suplementacdo
nutricional, Fitoquimicos.



ABSTRACT

DE ALMEIDA, Thais Silva. Evaluation of the Impact of Blackberry Aqueous
Extract on Oxidative and Hormonal Modulation in Rats with Hypothyroidism,
2025. Dissertation (Master's degree) - Postgraduate Program in Biochemistry and
Bioprospecting. Federal University of Pelotas - UFPel, Pelotas.

Hypothyroidism is a condition characterized by a deficiency of thyroid hormones that
mainly affects women and the elderly and is related to alterations in metabolism, liver
and kidneys. It has also been associated with oxidative stress and biochemical
alterations such as dyslipidemia. Oxidative stress plays a key role in worsening the
disease and can compromise hormonal homeostasis. Although treatment with
levothyroxine is effective, it has limitations, which makes it necessary to look for
complementary therapies. In this context, diets rich in fruit and vegetables, such as
blackberries, which contain bioactive compounds with antioxidant and anti-
inflammatory properties, may be beneficial in the treatment of diseases related to
oxidative stress, such as hypothyroidism. Therefore, this study evaluated the effects
of Caingua blackberry extract on oxidative, biochemical and hormonal parameters in
Wistar rats with Methimazole-induced hypothyroidism. Twenty-four 60-day-old adult
male Wistar rats were used, divided into three experimental groups (n=8 per group):
Control (water), Hypothyroidism (Methimazole) and Hypothyroidism + Caingua
blackberry extract (150 mg/kg). Hypothyroidism was induced by administering
Methimazole in the drinking water at a concentration of 20 mg/100 mL for 15 days.
After this, the animals in the hypothyroidism groups continued to receive
methimazole and were also given blackberry extract for a further 22 days, until the
end of the experiment. The results indicated that the animals with hypothyroidism
showed significant reductions in T3 and T4 levels, and treatment with the mulberry
extract was effective in partially reversing the drop in T4 levels. In addition, the
mulberry extract had beneficial effects, reversing changes in triglyceride and total
cholesterol levels, which were decreased and increased, respectively, in the group
with hypothyroidism. Finally, there were positive effects of blackberry extract on
antioxidant parameters, especially the reversal of lipid peroxidation levels and
catalase enzyme activity. These findings suggest that blackberry extract can help
reduce the oxidative stress associated with thyroid dysfunction, as well as helping to
regulate the hormonal and lipid profile, presenting itself as a complementary
therapeutic alternative to conventional treatment.

Keywords: Endocrine dysfunction, Thyroid, Methimazole, Nutritional
supplementation, Phytochemicals.
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Lista de abreviaturas e siglas

ATA - American Thyroid Association
CAT - Catalase

DA - Dopamina

H,O, - Peréxido de hidrogénio (H,05)
IMC - indice de massa corporal

L-T3 — Levo Tri-iodotironina

L-T4 — Levotiroxina

MDA - Malondialdeido

NADPH oxidase - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
NO - Oxido nitrico

NPSH - Tibis n&o proteicos

O, - Superoxido

OONO™ - Peroxinitrito

RNS - Espécie reativa de nitrogénio
RNS — Nitrogénio

ROS - Espécies reativas de oxigénio
SOD - Superoxido dismutase

SS - Somatostatina

T3 — Tri-iodotironina

T4 - Tiroxina

TBA - Acido tiobarbitrico

TgAD - Anticorpo antitireoglobulina
TPO - Tireoperoxidase

TPOADb - Anticorpo antiperoxidase tireoidiana
TRH - Tireotropina

TSH - Hormonio estimulante da tireoide

T-SH - Tidis proteicos



Apresentacéao

A presente dissertacdo conta com uma breve introducéo, objetivos e revisao
bibliografica, seguida de um manuscrito cientifico. O manuscrito esta apresentado
nas normas de formatacao do periodico cientifico, para o qual foi submetido.

Apés 0 manuscrito apresenta-se uma discussao geral dos resultados seguida

da concluséo e das perspectivas geradas.
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1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo é uma condicdo patolégica comum caracterizada pela
deficiéncia de hormoénios tireoidianos, que se nao tratado, pode causar Sérios
problemas de saude (SBEM, 2024). Devido a ampla variagdo nos sintomas clinicos
e a sua falta de especificidade, o diagnéstico € majoritariamente baseado nas
dosagens hormonais. O hipotireoidismo pode ser classificado em diferentes tipos:
primario, causado por disfuncédo na tireoide; secundario, causado por disfuncdo no
hipotalamo ou na hipéfise e subclinico (MANUAL MSD, 2024), quando os niveis dos
horménios Tiroxina (T4) e Triiodotirosina (T3) permanecem inalterados. O
Hipotireoidismo primario, também conhecido como clinico, € caracterizado por
concentracfes elevadas do horménio estimulante da tireoide (TSH) acima dos
valores de referéncia e concentragfes diminuidas dos hormonios T4 e T3 (CHAKER,
et al., 2017).

O hipotireoidismo primario, caracterizado pela deficiéncia de horménios
tireoidianos resultante de disfungdes na prépria glandula tireoide, representa a
condicdo enddécrina mais comum. Sua prevaléncia na populacdo geral é estimada
entre 3,8% e 4,6% (CHAKERA et al., 2012). A prevaléncia de hipotireoidismo varia
de 1% a 2%, aumentando para 7% em individuos com idade entre 85 e 89 anos,
acometendo mais significativamente mulheres e idosos (TAYLOR et al., 2018). Os
distarbios da tireoide sdo a segunda doenca metabdlica mais comum, depois do
diabetes mellitus, no mundo (MAHDAVI et al., 2021; SAJJADI-JAZI et al., 2018).

Na Europa, a prevaléncia total da doenca diagnosticada é de 5%
(CHIOVATO, et al. 2019) enquanto a forma ndo diagnosticada da doenca atinge
cerca de 4,7% da populacdo. Além de ser mais frequente em mulheres (MENDES,
et al., 2019), também sdo mais prevalentes em pacientes com doenc¢as autoimunes,
como diabetes tipo 1, atrofia gastrica autoimune e doenca celiaca (CARLE et al.,
2012). Além disso, a principal causa do hipotireoidismo é a deficiéncia de iodo, que é
necessaria para a sintese dos hormonios tireoidianos (THs) (WARTOFSKY E
KLUBO-GWIEZDZINSKA 2019; ZIMMERMANN E BOELAERT 2015).

Nesse contexto, em regides com aporte adequado de iodo, como o Brasil, a

principal causa de hipotireoidismo é de origem autoimune. Nesses disturbios
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autoimunes, anticorpos atacam a glandula tireoide, levando a hipofuncdo do o6rgéao
(CHAKER et al., 2017). Um estudo realizado em S&o Paulo, com 200 pessoas, entre
homens e mulheres com mais de 60 anos, revelou uma alta prevaléncia de
hipotireoidismo (26,5%) na amostra analisada. Dos 53 idosos identificados com
alteracdes nos niveis de TSH, 69,81% eram mulheres (TOMAZ, et al., 2016). Além
disso, uma pesquisa conduzida no estado de Goias mostrou que, entre as mulheres,
a prevaléncia de hipotireoidismo subclinico foi de 10,5%, sendo a faixa etaria de 40
a 49 anos a mais afetada, com 23,4%. Ja para o hipotireoidismo clinico, a
prevaléncia encontrada foi de 0,3%, com maior ocorréncia na faixa etaria de 70 a 79
anos, representando 44,5% (FERREIRA, et al., 2018).

O envolvimento do estresse oxidativo com os disturbios tireoidianos vem
sendo evidenciado e estudos observaram o aumento nos biomarcadores de estresse
oxidativo em ratos com hipotireoidismo (SANTI et al., 2014; BALDISSARELLI et al.,
2016). O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou nitrogénio (RNS) e as defesas
antioxidantes do organismo. Esse desequilibrio desempenha um papel crucial na
patogénese de varias comorbidades, como hiperglicemia, dislipidemia, hipertenséo e
aterosclerose (HALLIWEL; WHITEMAN, 2004; JUNQUEIRA, 2004; YANG et al,
2010; RAVAROTTO et al., 2018).

A levotiroxina, também chamada de L-T4, € um horm®énio tireoidiano sintético
amplamente recomendado pelas diretrizes internacionais como o tratamento de
escolha para pacientes com hipotireoidismo, devido a sua eficacia comprovada em
normalizar a funcéo tireoidiana e aliviar os sintomas do hipotireoidismo (JONKLAAS
et al., 2014; BIONDI et al., 2014). Embora o tratamento de longo prazo com L-T4
normalize o perfil tireoidiano, o hipotireoidismo ainda esta associado a complicacdes
cronicas, como hiperlipidemia, obesidade secundéaria e doenca arterial coronariana
aterosclerotica, entre outras (BIONDI, et al., 2004). Além disso, a L-T4 possui um
indice terapéutico estreito, o que possibilita que tanto o excesso quanto a
insuficiéncia no tratamento possam comumente ocorrer (BIONDI et al., 2016),
reforcando a necessidade de estratégias terapéuticas mais individualizadas e
opcOes adjuvantes para otimizar os resultados clinicos.

Nesse contexto, quando a levotiroxina € administrada e parece ser
insuficiente, fatores como habitos de vida inadequados (como dieta, sono e

estresse) e doencas coexistentes (como sindrome da fadiga crbnica, depresséao,
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apneia do sono, outras doencas autoimunes, psiquiatricas ou abuso de substancias)
devem ser considerados. Apds excluir outras causas potenciais para sintomas
persistentes, a terapia combinada com L-T4 e T3 em ganhado cada vez mais apoio
(MICHAELSSON et al., 2015; JONKLAAS et al., 2018).

A dieta habitual fornece nutrientes essenciais e compostos bioativos,
presentes principalmente nas frutas e nos legumes, que tém beneficios
comprovados para a saude. Estudos indicam que dietas ricas em alimentos de
origem vegetal ajudam a reduzir o risco de doengas crénicas néo transmissiveis, tais
como doencas cardiovasculares, cancer, doencas metabolicas, neurodegenerativas
e inflamatorias (ALEIXO et al., 2022). A inclusdo de frutas e legumes, que séo ricos
em fitoquimicos, na dieta é, portanto, amplamente recomendada como estratégia
para a prevencao de doencas cronicas. Um possivel mecanismo de agdo é que os
fitoquimicos podem oferecer protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROS),
ajudando a reduzir o risco de processos patologicos e doencas associadas ao
estresse oxidativo (LIU et al., 2003)

Folhas e frutos da amora-preta (Rubus sp.) sdo descritos como tendo a
capacidade de reduzir a resisténcia a insulina, o estresse oxidativo e a inflamacao
(ZHENG et al., 2014). Além disso, a amora é utilizada para fins medicinais, nutritivos
e cosméticos devido aos seus nutrientes valiosos e compostos bioativos, possui
minerais, taninos, flavonoides, terpenos, acidos e glicosideos, o0s quais
proporcionam diversos beneficios a saude (ZIA-UI-HAQ et al., 2014). Uma pesquisa
de 2005 estimou que havia mais de 20.000 espécies de amora-preta cultivadas
globalmente. Segundo esse estudo, a Sérvia estava entre 0s maiores produtores
mundiais de amora-preta, sendo que 69% da producdo se concentrava na Europa
(STRIK et al., 2007). Apesar dessa forte presenca no mercado internacional, o
cultivo da amoreira-preta também vem ganhando destaque em outras regiées, como
no Brasil.

As frutiferas de clima temperado desempenham um papel significativo na
economia brasileira, estando presentes em 11 dos 26 estados do pais. O Rio
Grande do Sul se destaca como o maior produtor, respondendo por cerca de 49,3%
da producéo nacional dessas frutas (FACHINELLO et al., 2011). Entre as espécies
frutiferas com boas perspectivas de comercializacdo, destaca-se a amoreira-preta
(Rubus sp.), pertencente a familia Rosaceae e ao género Rubus. Essa cultura esta

amplamente difundida nas regides Sul e Sudeste, ocupando a segunda posi¢ao
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entre as pequenas frutas em termos de producéao e area cultivada. No Rio Grande
do Sul, a area destinada ao cultivo da amoreira-preta é de aproximadamente 240
hectares (ANTUNES et al., 2014). Segundo Clark e Finn (2008), as projecbes para
0S préximos anos sao promissoras, com expectativa de crescimento tanto na
producdo quanto no consumo dessa fruta.

Considerando a grande producdo de amoras em nivel mundial, diversos
estudos tém explorado suas propriedades nutricionais e beneficios a saude. No
entanto, h4 uma escassez de pesquisas especificas sobre seus possiveis efeitos em
distarbios da tireoide, especialmente no hipotireoidismo. Diante disso, torna-se
fundamental investigar novas aplicacbes para esse valioso recurso, buscando

ampliar seu potencial de uso na area da saude.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do tratamento com extrato aquoso de amora — preta Caingua
em parametros hormonais e oxidativos em um modelo experimental de

hipotireoidismo.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do extrato aquoso de amora nos niveis dos hormdnios
tireoidianos em ratos com hipotireoidismo.

e Avaliar o efeito do extrato aquoso de amora no peso e consumo hidrico dos
ratos com hipotireoidismo.

e Avaliar o efeito do extrato aquoso de amora no perfil bioquimico dos ratos
com hipotireoidismo.

e Avaliar os efeitos do tratamento com extrato aquoso de amora em parametros

oxidantes e antioxidantes em figado, rim e soro de ratos com hipotireoidismo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tireoide

A tireoide, popularmente conhecida como glandula borboleta devido ao seu
formato, pesa em média 20 gramas em seres humanos e 40 miligramas em ratos
(AYADI et al., 2017; KAKLAMANOS et al., 2017) (Figura 1). E uma das maiores
glandulas do sistema endocrino (RODRIGUES, et al., 2015), que libera secrecdes
hormonais na corrente sanguinea (BORTOLUZZI et al., 2016). Localizada na parte
anterior do pescoco, sua funcdo principal € regular o metabolismo, além de
influenciar no funcionamento de varios 6rgaos, como o coracgao, o cérebro, o figado

e oS rins.

Figura 1: Localizacao da tireoide.

Tireoide rerre—e——

Adaptado de Fundacdo Mayo para educagcdo médica e pesquisa

O hormoénio estimulante da tireoide (TSH) € um hormdnio glicoproteico
liberado pela hipdéfise anterior sob a influéncia do horménio liberador de tireotropina
(TRH) do hipotalamo. O TSH, por sua vez, estimula a glandula tireoide a sintetizar e
liberar hormonios tireoidianos, inibindo a liberacdo de TSH e TRH da hipdfise e do
hipotalamo correspondentemente, em um ciclo de feedback negativo. O TSH é mais
alto durante o periodo de crescimento e tendem a aumentar em resposta ao

estresse, esse aumento pode estar associado tanto a situagbes agudas quanto ao
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estresse cronico (FAN et al., 2022). Além disso, a leptina, hormdnio liberado,
principalmente em resposta ao aumento dos estoques de gordura corporal e apés a
ingestdo alimentar, ativa a liberacdo de TRH do hipotadlamo. Por outro lado, a
somatostatina (SS) e a dopamina (DA) inibem a liberacdo de TSH pela hipdfise,
assim como fazem os glicocorticoides e citocinas pro-inflamatérias (GORDON et al.,
2010).

Considera-se que diversos micronutrientes sao fundamentais para o
metabolismo dos hormonios tireoidianos, incluindo iodo, selénio, zinco, ferro,
vitamina A, magnésio e vitamina D, entre outros (CORDEIRO., 2020). Assim, a
epidemiologia e as caracteristicas clinicas das doencas da tireoide séo influenciadas
pelo suprimento de iodo, elemento fundamental para a sintese dos hormdnios
tireoidianos. Além disso, desequilibrios significativos nos niveis de iodo podem
causar efeitos adversos a saude (BROTFAIN et al., 2013), como alteracfes na taxa
metabdlica e na termogénese, além de estarem associadas ao aumento do indice de
massa corporal (IMC) e a obesidade (YIM, 2016).

O iodo é um oligoelemento essencial, necessario para a sintese hormonal e
para o funcionamento adequado da glandula tireoide (ZIMMERMANN et al., 2015).
Quando a ingestédo de iodo na dieta é insuficiente, a funcao da tireoide € preservada
por meio do aumento da depuracdo do iodo circulante. A deficiéncia de iodo
desencadeia a secre¢do do hormoénio estimulante da tireoide (TSH) pela glandula
pituitaria e intensifica a expressao do simportador de iodeto de sédio, otimizando a
captacao de iodo nas células tireoidianas (ZIMMERMANN et al., 2009).

O iodeto proveniente da dieta é captado e concentrado na tireoide através de
um mecanismo ativado pelo TSH, por meio de transporte ativo contra um gradiente
de concentragdo. Os hormdnios tireoidianos sdo sintetizados a partir de moléculas
intermediarias, principalmente a tetraiodotironina (T4-tiroxina). Esse processo
envolve uma importante enzima heme, chamada tireoperoxidase (TPO), que catalisa
a organificacdo do iodo na presenca de peroxido de hidrogénio (H,O.)
(SCHOMBURG et al., 2012). A T4 constitui a maior parte dos hormonios secretados
pela tireoide, enquanto apenas cerca de 10% do total secretado corresponde ao T3,
que, apesar de menos abundante, é cerca de quatro vezes mais potente. Nos
tecidos periféricos, pela acdo da enzima desiodase 2, uma grande por¢cdo de T4 €
convertida em T3, permitindo assim que exerca sua acédo (BURCH., 2009; GUYTON

E HALL., 2017). Dado que o iodo é um elemento essencial para a sintese dos
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horménios tireoidianos, a ingestdo adequada desse mineral é um fator determinante
para a producao eficiente de T3 e T4. Aproximadamente 150 microgramas diarios
sdo recomendados para garantir o bom funcionamento da tireoide. Além disso, é
importante estar atento ao consumo de determinados alimentos que podem interferir
na absorcao de iodo e, consequentemente, na producdo hormonal. Vegetais como
repolho, nabo e couve contém tiocianato, substancia que pode inibir a funcéo
tireoidiana, enquanto a isoflavona presente na soja pode alterar o ritmo da producéo
hormonal da tireoide e prejudicar a absorcéo de iodo (OMS, 2004).

Além da ingestdo inadequada de iodo, fatores dietéticos relacionados ao
consumo excessivo de alimentos industrializados também podem impactar
negativamente a funcao tireoidiana. O acumulo de gordura corporal pode levar a
inflamacéo sistémica, dificultando a absorcdo de iodo pela tireoide e contribuindo
para o desenvolvimento do hipotireoidismo. Além disso, 0 consumo excessivo de
acucar, presente em doces, bolos, sorvetes e farinhas refinadas (como péo, arroz e
macarrdo brancos), pode induzir resisténcia a insulina e aumentar o risco de
diabetes. Alteracdes nos niveis de insulina no organismo tém sido associadas ao
surgimento de ndédulos tireoidianos e até mesmo ao cancer de tireoide (HALL et al.,
2019). Nesse contexto, quando a tireoide passa por alguma alteracdo, pode haver
uma reducdo na producdo de hormoénios, resultando em hipotireoidismo
(RODRIGUES et al., 2015). Desta forma, o volume da glandula pode aumentar,
levando a formacdo de bdcio, que ocorre devido a falta de iodo ou a inflamacéo
(FONSECA & VASCONCELOS 2019; TOMAZ et al., 2016).

3.2 Hipotireoidismo

Alteracfes na sintese de hormonios tireoidianos podem causar distarbios
importantes no organismo, como 0 hipotireoidismo e o hipertireoidismo, que séo
considerados como “disturbios primarios da tireoide”. Em casos mais raros podem
ocorrer disturbios secundarios como alteragdes no hipotalamo e na hipdfise,
prejudicando a producdo dos horménios TRH ou TSH (ROSS et al., 2016; TAYLOR
et al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de regulacdo dos hormdnios da tireoide.
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Produzido no CANVA pela autora.

Clinicamente, o hipotireoidismo € caracterizado por niveis de TSH elevados e
niveis de T4 livre diminuidos. Entretanto, as manifestacdes desta doenca sdo muito
variadas, de modo que formas subclinicas também podem acometer uma parcela
dos individuos. Nestes casos, geralmente os niveis de TSH encontram-se acima dos
valores de referéncia, porém o0s niveis de T4 livres apresentam-se como normais
(TAYLOR et al., 2018). Nesse contexto o hipotireoidismo pode ser classificado em
primario, secundario e subclinico (MANUAL MSD, 2024)

A principal causa de hipotireoidismo primario em regiées com ingestao
adequada de iodo é a tireoidite autoimune crénica, conhecida como tireoidite de
Hashimoto (BIONDI et al., 2019). No entanto, globalmente, a deficiéncia de iodo
continua sendo a principal causa de hipotireoidismo e bdcio. Ela é caracterizada por
uma ingestdo de iodo inferior a 100 mcg/dia e afeta cerca de dois bilhdes de
pessoas (BIONDI et al., 2014). Devido a ampla variacdo nos sintomas clinicos e a
sua falta de especificidade, o diagndstico € predominantemente bioquimico.

A tireoidite de Hashimoto (CHAKER et al., 2017), caracteriza-se pelo
desenvolvimento de autoanticorpos contra antigenos especificos da tireoide e pela

infiltracdo de células inflamatérias na glandula. Esse processo leva a destruicao
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gradual e progressiva dos foliculos tireoidianos, resultando frequentemente em
hipotireoidismo (BUREK et al., 2009). Fatores genéticos contribuem com cerca de
70-80% dos casos, enquanto fatores ambientais e de estilo de vida — como
consumo excessivo de alcool, desequilibrio de exercicios, obesidade, ma qualidade
do sono e estresse psicossocial — representam 20-30% (ASEERVATHAM et al
2013; WIERSINGA et al., 2016). Esses fatores podem aumentar a producdo de
espécies reativas de oxigénio e intensificar a inflamacdo na tireoide
(ASEERVATHAM et al., 2013).

Héa também o hipotireoidismo secundario, caracterizado por uma producao ou
secrecédo insuficiente de TRH ou devido a presenca de neoplasias, representando
apenas 5% dos casos (MANUAL MSD, 2024; CAPPOLA et al., 2006). Essa condicéo
decorre de disturbios no hipotalamo ou na hipofise, resultando na diminuicdo da
estimulacdo da tireoide. Pode ter origem congénita ou adquirida, sendo o0s
adenomas hipofisarios a principal causa. Outras possiveis causas incluem
disfuncdes na hipofise e no hipotalamo, como infarto hipofisario, traumatismo
cranioencefalico, sindrome de Sheehan, radioterapia, doencas infiltrativas e
intervencdes cirdrgicas (ZAMWAR; MUNESHWAR., 2023). Por outro lado, o
hipotireoidismo primario é mais frequentemente causado pela tireoidite autoimune
cronica (doenca de Hashimoto), caracterizada por autoanticorpos (TPOAb e TgAb) e
infiltracdo linfocitaria da tireoide. Outras causas incluem danos a glandula, como
terapia com iodo radioativo, radioterapia para cancer de cabeca e pescoco,
tireoidectomia e exposicdo a certas substancias (litio, amiodarona, inibidores de
tirosina quinase). Em alguns casos, pode ser congénito, devido a falhas no
desenvolvimento da tireoide (disgenesia) ou defeitos genéticos na sintese hormonal
(CHIOVATO; MAGRI e CARLE., 2019).

Embora o hipotireoidismo subclinico seja caracterizado por niveis normais de
hormonios tireoidianos e uma elevagdo no horménio estimulante da tireoide (TSH),
ele tende a ser, na maioria dos casos, assintomatico. Esse quadro é considerado
uma condicdo compensada, em que o TSH elevado mantém a funcdo normal da
tireoide (AI-KURAISHY et al., 2021; AlI-NAIMI et al., 2018), afetando entre 3% e 15%
da populacdo geral em todo o mundo, com uma prevaléncia acentuadamente maior
entre mulheres adultas (PEETERS, 2017).

A L-T4 é o tratamento padrédo para reposicdo hormonal em casos de
hipotireoidismo priméario (UNNIKRISHNAN et al., 2011). Quando administrada em
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doses insuficientes, os sintomas tipicos do hipotireoidismo, como cansaco, pele
seca, queda de cabelo, constipacdo e desanimo, podem persistir. Em idosos, 0 uso
inadequado pode levar a perda de massa Ossea, aumentando o risco de
osteoporose, além de provocar arritmias cardiacas. Por outro lado, doses excessivas
de levotiroxina podem resultar em sintomas de hipertireoidismo, como perda de
apetite, diarreia, fraqueza muscular e queda de cabelo (SBEM, 2020). De acordo
com a American Thyroid Association (ATA, 2019), o tratamento inadequado do
hipotireoidismo pode resultar em uma série de consequéncias negativas, incluindo a
diminuicdo da capacidade fisica e mental. Além disso, essa condicdo pode levar a
um aumento nos niveis de colesterol, 0 que, por sua vez, eleva o risco de
desenvolver doencas cardiacas, afetando negativamente a qualidade de vida e a
saude cardiovascular, tornando o diagnéstico e tratamento precoces essenciais para
a saude (NHLBI, 2024), sob essa perspectiva, a literatura tem demonstrado que o
estresse oxidativo pode ser associado ao hipotireoidismo (DOS ANJOS CORDEIRO
et al., 2022).

O estresse oxidativo associado ao hipotireoidismo pode ocorrer por meio de
metabdlitos de radicais livres. Esses radicais reagem com o0 oxigénio, formando
anions superoxido e outras espécies reativas de oxigénio (EROSs), que influenciam a
atividade das enzimas antioxidantes (DEVIKA et al., 2008). Nesse contexto,
estratégias antioxidantes tém sido exploradas para mitigar os danos causados pelo
estresse oxidativo no hipotireoidismo. ABDEL WAHHAB et al., (2019) investigaram o
papel do extrato metandlico de ashwagandha na regulacdo do perfil da tireoide em
ratos com hipotireoidismo induzido. O estudo mostrou que o tratamento com tiroxina
nao foi eficaz em restaurar as alteragdes nos marcadores de estresse oxidativo
hepatico provocadas pelo propiltiouracil (PTU), um farmaco antitireoidiano, utilizado
para induzir o hipotireoidismo em modelos experimentais, embora pudesse oferecer
alguma protecdo ao tecido renal. Em contrapartida, a administragdo do extrato
metandlico de ashwagandha conseguiu melhorar os niveis desses marcadores,
aproximando-os dos valores normais tanto no figado quanto nos rins. Esses
achados destacam o potencial antioxidante do extrato metanélico de ashwagandha
sugerem a necessidade de explorar alternativas terapéuticas complementares.

Um fator importante que tem impulsionado as pesquisas nessa area € a
observacdo de que, mesmo apods o inicio do tratamento com levotiroxina, uma forma

sintética de T4 que é a base do tratamento para hipotireoidismo, multiplos sintomas
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permanecem sem solucdo (STAMATOULI; BEDOYA; YAVU., 2020). Isso reforca a
necessidade de explorar abordagens terapéuticas adicionais, como antioxidantes e
moduladores do estresse oxidativo, para melhorar a qualidade de vida dos

pacientes.

3.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre a producao de
espécies reativas e 0s mecanismos antioxidantes endoégenos, que tém a funcéo de
neutralizar os efeitos das EROs ou reparar os danos causados por elas
(ANTONIEDES et al., 2003). Em condi¢gdes normais, os niveis fisiolégicos de ROS
sdo mantidos baixos na célula por diferentes mecanismos de defesa antioxidante
(SHIRZAD et al., 2022). Esse desequilibrio pode levar a disturbios hormonais e
comprometer a homeostase oxidativa no organismo (MANCINI et al., 2016). Além
disso, alguns estudos sugerem que fatores nutricionais, como a baixa ingestdo de
frutas e vegetais, estdo associados ao aumento do estresse oxidativo detectado no
sangue de pacientes com distirbios da tireoide (GIANNAKOU et al., 2018;
IHNATOWICZ et al., 2020).

A tireoide é um dos érgaos afetados por esse processo, pois a producdo
continua de espécies reativas de oxigénio e outros radicais livres ocorre
naturalmente durante a sintese dos horménios tireoidianos. Muitos compostos
bioquimicos podem ser danificados irreversivelmente ou reversivelmente por radicais
livres, e esses componentes pré-oxidantes desempenham um papel tanto nos
processos fisioldgicos quanto patolégicos da glandula tireoide (ALl et al.,, 2011;
SANTI et al, 2010). Dentre as EROs produzidas pelo organismo, destaca-se o
superoéxido (O,7), que pode ser gerado pela cadeia respiratoria mitocondrial ou por
diversas enzimas, como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase) e a xantino oxidase. Apesar de sua meia-vida curta, o superoxido
€ altamente reativo e pode interagir com outros compostos, como 0 Oxido nitrico
(NO), formando peroxinitrito (OONO™), uma espécie reativa de nitrogénio (RNS)
potencialmente tdxica para o organismo (ZARKOVIC, 2020).

A peroxidacao lipidica € um processo em que radicais livres, como espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio, atacam as ligacdes duplas carbono-carbono nos
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lipidios. Esse processo envolve a remocdo de um atomo de hidrogénio de um
carbono e a adicdo de uma molécula de oxigénio. Como resultado, forma-se uma
variedade de produtos complexos, incluindo radicais peroxil lipidicos e
hidroperéxidos como produtos primarios, além de malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxinonenal, que sé&o produtos secundarios predominantes (TSIKAS, 2017). O
MDA €& amplamente utilizado em pesquisas biomédicas como marcador de
peroxidacdo lipidica, pois reage facilmente com o acido tiobarbitarico (TBA),
formando o conjugado MDA-TBA,, que absorve a 532 nm no espectro visivel e
produz uma coloracdo vermelho-rosada (OHKAWA et al., 1978). O ensaio TBARS é
geralmente considerado um bom indicador dos niveis gerais de estresse oxidativo
(DASGUPTA et al., 2014).

Diante desse cenario de desequilibrio redox, os sistemas antioxidantes,
compostos por moléculas ndo enzimaticas e enzimas especificas, desempenham
um papel fundamental na neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio e na
prevencdo dos danos celulares. A vitamina C (&cido ascorbico), uma vitamina
hidrossoluvel abundante em vegetais, frutas citricas, frutas secas e figados de
animais, exerce sua acao inibindo a peroxidacao lipidica e reduzindo os danos
provocados pelas EROs (BAGATINI et al., 2018). Além disso, os tidis proteicos (T-
SH) e néo proteicos (NPSH) sdo exemplos de antioxidantes que desempenham um
papel crucial na defesa contra essas espécies reativas.

Entre os mecanismos enziméticos de defesa, destacam-se a acdo da
superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT), que atuam de forma coordenada
para mitigar o estresse oxidativo. A SOD converte o anion superéxido (O,*—), uma
das principais EROs geradas no metabolismo celular, em peréxido de hidrogénio
(H;0O,), um composto menos reativo. A maioria das analises de SOD é realizada de
forma indireta, geralmente por meio da adi¢cdo do sistema xantina-xantina oxidase
aos eritrécitos, que serve como fonte de O,— (NEVE et al, 2009; SOUSA et al,
2007), e de um composto suscetivel & sua redugdo, como o 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-clorofeniltetrazol (INT, C,9H;3CIIN;O,-xH,O, M.M. 505,7 g/mol). O O,*—
transfere um elétron ao INT, formando formazana, que € detectada por
espectrofotometria a 505 nm. A atividade da SOD é determinada pelo grau de
inibicdo dessa reacéo, sendo expressa em unidades por grama de hemoglobina (U/g
Hb), com uma inibicdo de 50% considerada equivalente a uma unidade de SOD
(VASCONCELOS et al., 2007).
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Complementando a acdo da SOD, a CAT é responsavel por degradar o
peroxido de hidrogénio (H,O,) gerado, impedindo a formac¢édo de radicais hidroxila
altamente toxicos. Presente principalmente nos peroxissomos — organelas
essenciais para a desintoxicacao celular — e também nas mitocondrias de células
do tecido cardiaco, a CAT converte o H,O, em agua e oxigénio. Sua atividade é
comumente avaliada por métodos que medem a reducéo da concentracdo de H,0,
ou a geracao de oxigénio, com leitura espectrofotométrica no ultravioleta a 240 nm.
Os resultados sé&o expressos em unidades por grama de hemoglobina (U/g Hb),
sendo que uma unidade de CAT representa a quantidade de enzima necessaria
para consumir 1 ymol de H,O, em um minuto (VASCONCELOS et al., 2007).

Esses mecanismos antioxidantes podem ser modulados por fatores
endégenos, como o0s hormdnios tireoidianos, que desempenham um papel
importante na regulacdo do metabolismo e no equilibrio redox. Estudos in vitro e in
vivo demonstram que o0s horménios da tireoide influenciam os sistemas
antioxidantes do organismo. Disturbios tireoidianos, como o hipotireoidismo, estao
associados a um aumento do estresse oxidativo, com consequente reducdo das
defesas antioxidantes (RESCH et al., 2002; CHOUDHURY et al., 2003; WEYEMI et
al., 2010; VENDITTI et al., 2013; MANCINI et al., 2016).

Além da modulacdo hormonal, a dieta desempenha um papel relevante na
manutencdo do equilibrio oxidativo. Um numero crescente de estudos indica que
uma alimentagdo saudavel, rica em alimentos antioxidantes, pode reduzir ou até
prevenir os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (NEHA et al., 2019). Em
particular, os hormdnios tireoidianos T3 e T4 parecem potencializar a capacidade
antioxidante ao promover a expressdo de genes especificos envolvidos na defesa
celular, dado o seu impacto significativo no metabolismo mitocondrial (HUANG et al.,
2019). Assim, tanto os fatores nutricionais quanto 0s hormonais se mostram
essenciais para o controle do estresse oxidativo e a preservacdao da homeostase

celular.

3.4 Extrato de amora

Diversos produtos naturais estdo relacionados com a promocao da saude,

mas especial atencdo tem sido dada a alimentos que reduzem o estresse oxidativo e
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melhoram o perfil lipidico e suas implicagcbes no envelhecimento, degeneracao
neuroldgica e cardiovascular. Os alimentos com maior potencial de atividade
biologica séo plantas e seus derivados, como as frutas vermelhas ou “berries”
(morango, mirtilo, cereja, framboesa, amoras, etc (CANADA., 2012; PAREDES-
LOPEZ et al., 2010)), (Figura 3). Além disso, os compostos fendlicos isolados ou

frutos ricos nesses compostos apresentam-se como alternativas promissoras.

Figura 3: Frutas vermelhas ou “berries”
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Produzido no CANVA pela autora.

Os compostos fendlicos englobam uma grande diversidade de substancias
bioativas, cujos beneficios a saude ja foram amplamente comprovados,
especialmente no que diz respeito as suas atividades antioxidante e neuroprotetora
(PENUMALA et al.,, 2018). Antocianinas e antocianidinas, assim como outros
polifendis e flavonoides, tém a capacidade de atuar como eliminadores de radicais
livres, combatendo oxidantes prejudiciais, como as ERO (NIMSE et al., 2015). Além
disso, as antocianinas, uma classe de flavonoides solUveis em agua derivadas da
via fenilpropanoide, s&o glicosideos das antocianidinas e sdo amplamente
encontradas em frutas e vegetais. Elas estdo presentes em todos os tecidos das
plantas superiores, incluindo folhas, caules, raizes, flores e frutos. Entre as principais
fontes alimentares de antocianinas estdo frutas vermelhas e roxas, uvas, macas,
ameixas, repolho e alimentos com altos niveis de corantes naturais. As seis
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antocianidinas mais comuns nos alimentos sdo cianidina, delfinidina, pelargonidina,
peonidina, petunidina e malvidina (KHOO et al., 2017; HE et al., 2010), benéficas na
prevencdo de doengas relacionadas ao estresse oxidativo, como as doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (MOTTIOLI et al., 2020).

A amora-preta (Rubus sp.) pertence a familia Rosaceae e € nativa dos
Estados Unidos. Contudo, suas variedades sdo bem adaptadas ao clima da regiédo
sul do Brasil, onde demonstram alta produtividade. Essa adaptacdo ao clima
brasileiro contribui para o cultivo e a popularidade da amora-preta na regido,
promovendo seu uso tanto na alimentacdo quanto na industria (TAVARES et al.,
2012; ANTUNES e PERES., 2013). Estudo realizado por Chaves et al., (2020)
demonstrou que o extrato de amora-preta (Rubus sp.) pode reduzir os danos
oxidativos em modelos experimentais. Essa pesquisa destaca os efeitos benéficos
do extrato, sugerindo que ele pode atuar como um agente antioxidante, contribuindo
para a protecao celular contra o estresse oxidativo.

Neste contexto, diversos estudos destacaram as atividades antioxidantes do
extrato de antocianina extraido de diferentes matrizes agricolas e alimentares. O
estudo de Khoo et al., (2017) relatou que as antocianinas, pigmentos coloridos
presentes nas plantas, oferecem diversos beneficios a saude. Além de serem
corantes de valor agregado, podem ajudar na prevencdo de varias doencas,
incluindo doencas cardiovasculares, cancer, diabetes, algumas doencas metabdlicas
e infeccbes microbianas. Outro estudo conduzido por Sang-In et al., (2016),
intitulado "Efeitos terapéuticos da madressilva azul (BH) em lesdes causadas por
hipertireoidismo em ratos", revelou que os extratos de BH promovem melhorias no
hipertireoidismo e nos danos ao figado. Isso se deve ao fato de que os principais
componentes do BH apresentam potentes propriedades antioxidantes. Sob outra
perspectiva, Imad et al., (2022), realizaram um estudo comparativo entre uma
combinacdo de extratos vegetais e farmacos sobre hormonios tireoidianos e o perfil
lipidico em animais experimentais. Os resultados mostraram que ambas as misturas
influenciaram os hormonios tireoidianos e o perfil lipidico, induzindo tanto
hipotireoidismo quanto hipertireoidismo. No entanto, a combinagdo de Fucus
vesiculosus com Coleus forskohlii demonstrou ser mais eficaz contra o
hipotireoidismo do que a levotiroxina.

Dado o carater multifatorial do hipotireoidismo e a limitada eficacia dos

tratamentos atuais em reverter os danos existentes, prevenir a progressao da



27

doenca e evitar seus efeitos adversos, torna-se essencial a busca por novas
alternativas terapéuticas. Nesse cenario, produtos naturais, como frutos ou
compostos isolados, emergem como uma opc¢do promissora, tendo em vista que ja
demonstraram efeitos positivos em desordens oxidativas (PATEL et al., 2018;
MAROY!I et al., 2018).
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Abstract
Hypothyroidism is a condition characterized by a deficiency of thyroid hormones,
affecting the metabolism, liver and kidneys, and is associated with oxidative stress
and biochemical alterations such as dyslipidemia. Diets rich in fruits and vegetables,
such as blackberries, offer bioactive compounds with antioxidant and anti-
inflammatory properties, which may be beneficial in various diseases. This study
investigated the effects of Caingua blackberry aqueous extract on oxidative and
biochemical parameters in Wistar rats with methimazole-induced hypothyroidism. A
total of 24 rats were divided into three groups: Control, Hypothyroidism and
Hypothyroidism + Caingué blackberry aqueous extract (150 mg/kg). After 15 days of
methimazole administration, the animals received the blackberry extract for 22 days,
totaling 37 days of the experiment. The results showed that the animals with
hypothyroidism had a significant reduction in triglyceride levels and an increase in
total cholesterol, both of which were reversed by the extract. In addition, the extract
was able to restore some oxidative and antioxidant parameters that were altered in
the group with hypothyroidism, as well as partially restoring T4 levels. In conclusion,
mulberry extract showed antioxidant benefits that could attenuate oxidative stress
related to thyroid dysfunction, as well as regulating the hormonal and lipid profile,

acting as a possible adjunct treatment for hypothyroidism.

Key Words: Thyroid gland, Antioxidant enzymes, Free radicals, Hypothalamic-

pituitary-thyroid axis.
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INTRODUCTION

Thyroid disorders are the second most common metabolic disease, after
diabetes mellitus, in the world (MAHDAVI et al., 2021; SAJJADI-JAZI et al., 2018).
Hypothyroidism is a common pathological condition characterized by a deficiency of
thyroid hormones, Thyroxine (T4) and Triiodothyrosine (T3), which, if untreated, can
cause serious health problems (SBEM, 2024). The prevalence of hypothyroidism
ranges from 1% to 2%, rising to 7% in individuals aged between 85 and 89, affecting
women and the elderly more significantly (TAYLOR et al., 2018).

In addition, the main cause of hypothyroidism is iodine deficiency, which is
essential for the synthesis of thyroid hormones (WARTOFSKY and KLUBO-
GWIEZDZINSKA, 2019; ZIMMERMANN and BOELAERT, 2015). However, this
etiology varies according to the availability of iodine. In regions with an adequate
supply of iodine, the main cause of hypothyroidism is autoimmune, a condition
marked by an inadequate immune response, which compromises thyroid function
(SBEM, 2018).

In this context, understanding the biological processes that regulate thyroid
function is essential for developing new therapies. The metabolism of thyroid
hormones is regulated by the iodothyronine-seleno-deiodinase system, made up of
type 1 (D1), type 2 (D2) and type 3 (D3) deiodinase enzymes. These enzymes
perform critical functions, such as converting the pro-hormone T4 into its active form
T3, conducted by D1, mainly in the liver and kidneys, and by D2, present in the
pituitary gland, central nervous system and skeletal muscle. In addition, they
inactivate T3 or prevent the activation of T4, converting it into the inactive metabolite

reverse T3, a process conducted by D3 (BIANCO et al, 2006).
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The liver is often seen as a hormone-independent organ. However, there is a
complex relationship between the thyroid gland and the liver, both in conditions of
health and disease, and this interaction is fundamental to maintaining homeostasis in
both organs (PIANTANIDA et al., 2020). This connection becomes evident when
considering the crucial role of thyroid hormones in cell metabolism throughout the
body. Because of its metabolic relevance, the liver is directly impacted by thyroid
disorders, such as hypothyroidism, which can alter important liver functions (SINHA
RA et al., 2018). In addition, thyroid dysfunctions are directly associated with patients
with chronic kidney disease (IGLESIAS et al., 2017). These aspects reinforce the
complex interaction between the thyroid, liver and kidneys, highlighting the systemic
impact of thyroid disorders and their influence on the metabolic and functional
homeostasis of these organs.

The involvement of oxidative stress with thyroid disorders has been evidenced
and studies have observed an increase in oxidative stress biomarkers in rats with
hypothyroidism (SANTI et al., 2014; BALDISSARELLI et al., 2016). Oxidative stress
occurs when there is an imbalance between the production of reactive oxygen (ROS)
and/or nitrogen (RNS) species and the body's antioxidant defenses. This imbalance
plays a crucial role in the pathogenesis of various comorbidities, such as
hyperglycemia, dyslipidemia, hypertension and atherosclerosis (HALLIWEL,
WHITEMAN, 2004; JUNQUEIRA, 2004; YANG et al., 2010; RAVAROTTO et al.,
2018).

Levothyroxine, also kown as T4, is a synthetic thyroid hormone widely
recommended by international guidelines as the treatment of choice for patients with
hypothyroidism (JONKLAAS et al., 2014; BIONDI et al., 2014). Although long-term

treatment with T4 normalizes the thyroid profile, hypothyroidism is still associated
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with chronic complications such as hyperlipidemia, secondary obesity and
atherosclerotic coronary artery disease, among others (BIONDI et al., 2004). In
addition, T4 has a narrow therapeutic index, which makes it easy to over- and under-
treat (WARD et al., 2011), making the search for new adjuvant treatments options of
great relevance.

Studies indicate that diets rich in plant-based foods help to reduce the risk of
chronic non-communicable diseases, such as cardiovascular diseases, cancer,
metabolic, neurodegenerative and inflammatory disorders (LEITZMANN, 2014;
KAHLEOVA et al., 2017). Thus, the inclusion of fruits and vegetables, which are rich
in phytochemicals, to the diet, is widely recommended as a strategy for the
prevention of chronic diseases. One possible mechanism of action is that
phytochemicals may offer protection against reactive oxygen species (ROS), helping
to reduce the risk of various pathological processes and diseases associated with
oxidative stress (LIU et al., 2007).

In this context, Berries leaves and fruits are described as having the ability to
reduce insulin resistance (ZHENG et al., 2014), oxidative stress and inflammation
(ZHENG et al., 2014). In addition, blackberry is used for medicinal, nutritional and
cosmetic purposes due to its valuable nutrients and bioactive compounds. It has
minerals, tannins, flavonoids, terpenes, acids and glycosides, which provide health
benefits (ZIA-UL-HAQ et al., 2014). Given the significant production of blackberries
and the limited number of studies focused on hypothyroidism, it is essential to seek

applications for this valuable resource, maximizing its impact on health and science.
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MATERIALS AND METHODS

Preparation of the extract

The Caingua blackberry, developed by Embrapa Clima Temperado, RS,
Brazil, was used in this study. The fruit was harvested in 2019, and the BRS Caingua
cultivar requires between 200 and 300 hours of cooling in winter, with temperatures
at or below 7.2°C. The extract was prepared following the method described by
(CARDOSO et al.,, 2018, OLIVEIRA et al., 2018). To prepare the extract, 6 g of
frozen Caingud blackberry fruit were sonicated in 360 mL of methanol at 36 °C for 50
minutes. The material was then filtered through filter paper and the solvent removed
by evaporation under a rotation of 60 rpm, pressure of 180 mmHg and temperature
of 37 °C. The extract obtained was lyophilized by sublimation at -99 °C using a model
K108 lyophilizer, suitable for samples with organic solvent. The samples were

previously frozen at -80 °C.

Animals

Adult male Wistar rats (n = 24), aged 60 days, from the Central Bioterium of
the Federal University of Pelotas (Pelotas - RS, Brasil) were used. All were kept
under a 12-hour light/dark cycle, with free access to food and water or methimazole
solution. The procedures followed the Brazilian Guidelines for the Care and Use of
Animals in Teaching or Scientific Research Activities - CONCEA, and the project was
approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the Federal

University of Pelotas (CEEA n° 12594-2020).

Experimental design
The animals were divided into three experimental groups (n=8 animals per

group): Control (water), hypothyroidism (Methimazole - MMI), hypothyroidism +
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Cainguéa blackberry extract (150mg/kg). To induce hypothyroidism, the antithyroid
drug Methimazole was administered for 15 days to the animals, ad libitum, in the
drinking water at a concentration of 20 mg/100 mL (BALDISSARELLI et al., 2016).
After this, the animals also began to receive the caingua blackberry extract during 22
days. The MMI was administered until the end of the experiment. During this period,
the animals the control group received only pure water. The caingua blackberry
extract treatment was administered orally by gavage and the volume administered
did not exceed 1mL/kg of the rat's weight. The doses of the extract were chosen on
the basis of previous studies (ABOUZED et al., 2020; DE MELLO et al.; 2024,
BADAVI et al., 2022).

During the experimental period, water and MMI consumption was recorded
every two days and the weekly average was calculated, considering the number of
animals per box. To euthanize the animals, isoflurane was used as the anesthetic
agent. After decapitation, the organs (liver and kidneys) were carefully removed,

separated and stored in a freezer at -80 °C until analysis.

Measurement of T3 and T4 levels

The induction of hypothyroidism by MMI was evaluated by the measurement
of Triiodothyronine (T3) and Thyroxine (T4) blood levels. These analyses were
performed in the Atellica IM analyzer (Siemens®), by chemiluminescence. Total T3
levels were expressed in ng/ml, while T4 levels were quantified in mcg/dL in serum,

respectively.

Biochemical profile measurements
Analyses of serum glucose (Ref:133), total cholesterol (Ref:13), HDL

cholesterol (Ref:13-50), triglycerides (Ref:87), uric acid (Ref:140-1/100) and
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creatinine (Ref:96) were carried out by spectrophotometry, according to the

determinations of the commercial kits from Labtest (Lagoa Santa/MG/Brazil).

Oxidative parameters

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

TBARS levels were determined using the method described by Ohkawa et al.,
(1978). Briefly, the samples were centrifuged to obtain the supernatant, to which
0.8% thiobarbituric acid (TBA) was added. The mixture was incubated in a water bath
at 95 °C for 1 hour and 30 minutes. The absorbance was measured in a
spectrophotometer at 532 nm, and the results were expressed in nmol of TBARS/mg

of protein.

Total thiol content

The levels of total (T-SH) and non-protein thiol groups (NPSH) were assessed
using the method described by Ellman (1959). For TSH, 100 pL of the samples was
mixed with 850 pL of 1 M potassium phosphate buffer (TFK), pH 7.4 and 10 mM 5,5-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). For NPSH, before the reaction, 300 uL of the
sample was mixed with 300 pL of 10% trichloroacetic acid (TCA) and, after
homogenization, the tubes were centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes. The pellet
resulting from denaturation was discarded and only the supernatant was used. The
absorbance was measured at 412 nm, and the results were expressed in ymol/ml of

supernatant.

Ascorbic acid content

The ascorbic acid (vitamin C) content was determined according to the

method described by Roe et al. (1943). Briefly, 200 uL of the sample was mixed with
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50 pL of 13.3% trichloroacetic acid (TCA). Then 40 uL of dinitrophenylhydrazine
(DNPH) at 4.5 mg/mL were added, and the mixture was incubated for 2 hours at 37
°C. The reaction was stopped with 65% (12M) sulfuric acid (H,SO,). The absorbance

was measured at 520 nm, and the results were expressed in pmol/mL of vitamin C.
Superoxide dismutase and catalase activities

The activity of superoxide dismutase (SOD) was determined according to the
method described by Misra and Fridovich (1972), based on the autoxidation of
adrenaline, which is strongly dependent on oxygen. One unit of SOD is defined as
the amount of enzyme needed to inhibit 50% of the autoxidation of epinephrine.
Specific activity was expressed in units (U)/mg of protein.

Catalase (CAT) activity was assessed according to the method of Aebi (1984),
in which the disappearance of H,0, was monitored continuously in a
spectrophotometer at 240 nm for 90 seconds. One unit of CAT was defined as 1
mmol of H,O, consumed per minute, and the specific activity was expressed as

U/mg of protein.

Statistical analysis

The data was analyzed using GraphPad Prism software (version 9.0;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The parameters were evaluated by one-
way ANOVA, followed by Tukey's post hoc test. Values of P < 0.05 were considered

statistically significant differences.

RESULTS

MMI consumption
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In relation to MMI consumption (Figure 1), it was observed that in the first
week, there was no significant reduction in the hypothyroid group compared to the
control group. However, in the second week, a decrease in MMI consumption in this
group can be observed (*P<0.05). During the third week, when the animals began to
receive the blackberry extract, the hypothyroid group showed a reduction in MMI
consumption compared to the control group (***P<0.001). However, in the
hypothyroidism + extract group, it is possible note that this reduction was reversed
(*P <0.01), which was also similar in the fourth week.

In the fifth week, the hypothyroid group continued to show a reduction in MMI
consumption compared to the control (****P<0.0001). However, although in the
hypothyroidism + extract group there was a significant increase compared to the
hypothyroidism group (*#P<0.0001), the levels did not reach those of the control

group (****P<0.0001), showing only a partial reversion.

Measurement of T3 and T4 levels and body weight

In the Table 1 it was demonstrated the levels of the hormones T3 and T4 in
the blood of animals with hypothyroidism. It can be seen that the animals in the
hypothyroid group had a significant reduction in T3 (***P<0.001) and T4 levels
(****P<0.0001). However, treatment with caingua blackberry extract was able to
revert this effect in T4 levels (¥P<0.05).

In addition, the final body weight of the animals was assessed and it was
observed that those belonging to the hypothyroid and hypothyroid treated with the

extract groups showed a significant reduction in final body weight (****P<0.0001).

Serum biochemical analysis
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The results of the serum biochemical analysis of the animals with
hypothyroidism treated with caingua blackberry extract (150 mg/kg) are shown in
Figure 2. The animals in the hypothyroid group showed a significant reduction in
triglyceride levels (**P<0.01). On the other hand, treatment with the extract reversed
this change (*P<0.05) (Fig. 2A). With regard to uric acid, creatinine, glucose and HDL
levels, no significant differences were observed between the experimental groups
(Fig. 2B-C-D-F). However, the animals in the hypothyroid group showed a significant
increase in total cholesterol levels (*P<0.05), which was reversed by treatment with

caingua blackberry extract (*P<0.01).

Oxidative parameters

As shown in Figure 3, the levels of protein and non-protein thiols and ascorbic
acid in the liver of the animals with hypothyroidism revealed that treatment with
blackberry caingua extract (150 mg/kg) did not significantly alter TSH levels. On the
other hand, the animals in the hypothyroid group showed significant reductions in
NPSH and ascorbic acid levels (Fig. 3B-C) and a significant increase in TBARS
levels (*P<0.05) (Fig 3D). The treatment with blackberry extract. was not able to
reverse NPSH and ascorbic acid levels but TBARS levels were partialy

reestablished.

In Figure 4, it can be seen that the levels of protein and non-protein thiols in
the kidney of animals with hypothyroidism were altered. Treatment with blackberry
extract (150 mg/kg) was not able to reverse TSH levels. However, animals in the
hypothyroidism group did not show significant reductions in NPSH and ascorbic acid

levels (*P<0.05) (Fig. 4B-C). On the other hand, TBARS levels did not change in the



38

hypothyroid group, but there was a decrease in the group treated with the extract

(#P<0.05) (Fig. 4D).

Figure 5A shows that the animals in the hypothyroid group showed a
significant decrease in the activity of the enzyme CAT (**P<0.01), and treatment with
the caingua blackberry extract (150 mg/kg) reversed this change (*P<0.05). In
relation to the activity of the SOD, shown in Figure 5B, there was a significant
reduction in the group with hypothyroidism (*P<0.05). However, treatment with the

extract did not provide any significant difference in this parameter.

DISCUSSION

Studies into hypothyroidism are essential for understanding its
pathophysiological mechanisms, its impact on health and for developing new
therapeutic strategies. Although traditional treatment with hormone replacement is
effective, there is growing interest in the search for natural alternatives that can
complement this approach (CHAKER et al., 2017). Among these options are the
bioactive compounds present in plant extracts, such as blackberry, which can
positively influence thyroid function and reduce the adverse effects of the disease
(SANTOS et al., 2011). At the same time, berries have gained prominence in recent
decades due to their high concentration of bioactive compounds, such as
anthocyanins and flavonoids, especially in intensely colored varieties. Fruits from the
Rosaceae (such as strawberry, raspberry and blackberry) and Ericaceae (such as
blueberry and cranberry) families are widely recognized for their functional potential
and are used in the food industry (SKROVANKOVA, SONA et al., 2015).

Hypothyroidism is often induced experimentally with the use of antithyroid

drugs. This study used methimazole, a drug widely used to induce hypothyroidism in
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experimental models. Its administration inhibits the oxidation reactions catalyzed by
the enzyme thyroperoxidase (TPO), preventing the iodination of the tyrosyl residues
of thyroglobulin and, consequently, the formation of iodothyrosines (TUTUNCU et al.,
2007; GILMAN et al., 1996). Confirmation of induction was made by measuring the
levels of the hormones T3 and T4. Although caingua blackberry extract (150 mg/kg)
was evaluated as a possible intervention, the results indicated that it was unable to
restore T3 levels. However, with regard to T4, the extract showed a significant effect,
managing to increase significantly its levels in hypothyroid animals. This finding was
surprising given the large reduction observed and because the difficulty in modulating
thyroid hormones through plant extracts was already expected, since previous
studies have reported this limitation (MEZZOMO et al., 2016)

One explanation for T4 being reversed in treated rats, while T3 is not may be
related to the fact that T4 is the main hormone secreted by the thyroid, while T3 is
mostly produced in the periphery by conversion from T4 (MANUAL MSD, 2024). This
means that changes in thyroid production directly affect T4 levels in the blood, while
T3 can remain initially decreased due to the non-regulation of peripheral conversion
(PIMENTEL et al., 2005).

Regarding to weight gain, the animals in the hypothyroidism group had a lower
weight gain than the control group, resulting in a significantly lower final weight. This
finding was expected and is in line with the study by Dias et al., (2012), who also
observed this effect when inducing hypothyroidism through the use of MMI. This
contrasts with what happens in humans, in whom the disease usually leads to weight
gain (WILSON et al., 2021) and we speculate that this may be happening due to the
experimental model. MMI was used to induce hypothyroidism and was given in the

drink water, therefore, it is important to evaluate if it consumption. From the second
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week, the hypothyroid group showed a reduction in MMI consumption which
remained until the end of the treatment. On the other hand, with the administration of
blackberry extract from de third week, this reduction was reversed. In the fifth week,
the MMI consumption in the hypothyroidism group remained lower than in the control
group, and although it is increased in the hypothyroid treated group, the reversal was
only partial. It is possible to suggest that the lower weight gain of animals with
hypothyroidism is related to the decrease in water consumption that also occurred in
these animals. On the other hand, the treatment was unable to reverse this loss,
possibly because, even though the treated animals increased their water
consumption, they did not reach the amount consumed in the control group.

In this context, the reduced water consumption by rats treated with MMI can
be attributed to the dysregulation of appetite and thirst caused by the deficiency of
thyroid hormones. This deficiency affects the thirst control center in the brain,
decreasing the sensation of thirst and resulting in lower water intake, due to the
impairment of metabolism and fluid regulation by induced hypothyroidism
(MCANINCH et al., 2014).

The results of the biochemical analyses revealed significant changes in some
parameters. It was observed that the animals from the hypothyroid group showed a
significant reduction in triglyceride levels, an effect that was reversed by treatment
with the cainguéa blackberry extract. Although research about the effects of caingua
blackberry extract in biochemical parameters, especially triglycerides levels in
hypothyroid conditions is limited, some studies have explored the effects of plant
extracts on lipid and hormonal parameters (MAGRI., et al. 2020).

The reduction in triglycerides in the hypothyroid group may be related to lower

synthesis and higher uptake of fatty acids due to hormone deficiency. The blackberry
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extract from caingua reversed this effect, possibly due to its antioxidant and lipid
metabolism modulating properties, stimulating enzymes involved in lipid mobilization
and improving liver function. On the other hand, as for uric acid, creatinine, glucose
and HDL levels, no significant differences were detected between the experimental
groups.

The animals with hypothyroidism showed a significant increase in total
cholesterol levels, an effect that was reversed with treatment whit the caingua
blackberry extract. In this line, the study conducted by Marques and Teixeira (2008),
shows that Morus nigra L., a species of tree that produces dark red, edible fruit, have
significant therapeutic potential, being able to significantly reduce plasma levels of
total cholesterol through the use of its aqueous extract. Blueberries have been widely
recognized for their potential in combating chronic diseases, due to their richness in
phenolic compounds, especially anthocyanins (BARNES et al., 2009). These
compounds play a role in modulating the lipid profile, which is directly associated with
cardiovascular, metabolic and inflammatory diseases (GAZIANO, 2015). Changes
parameters of the lipid profile can indicate metabolic dysfunctions that favor the
development of several diseases (LIBBY, 2007). Therefore, reducing total cholesterol
in hypothyroidism is important because this condition is associated with a slower
metabolism, affecting lipid regulation and increasing the risk of secondary disease.

In addition, treatment with blackberry extract reversed the increase in TBARS
levels in the liver. These results are in agreement with the findings of Krdl et al.,
(2016), who reported an increase in lipid peroxidation under conditions of
hyperglycemia and its reduction with blackberry extracts (Morus alba). On the other
hand, in kidney there were no difference in TBARS levels in hypothyroid animals.

Possible, the kidneys may be more resistant to lipid membrane damage, and this
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effect could only be seen with greater injury. Interestingly, however, there was a
decrease in TBARS levels in animals treated with the extract. These results
demonstrate the antioxidant potential of blackberry extract by reducing lipid
peroxidation that can occur in hypothyroidism.

The animals of hypothyroidism group showed a significant increase in NPSH
and ascorbic acid levels in the liver. However, this finding contrasts with what is
reported in the literature. Santi et al., (2014) demonstrated that treatment with
methimazole caused a significant reduction in ascorbic acid levels in the liver and
kidneys of rats. Marchiori et al., (2015) demonstrated a significant reduction in NPSH
levels in patients with hypothyroidism. It is possible to suggest that the result
demonstrated in our study reflects a response from the body's defense system, which
initially increases these levels to combat oxidative stress. In addition, in our study, in
the group treated with the extract, although no statistically significant difference was
observed, the levels remained close to those of the control group, suggesting a
possible effect of blackberry in maintaining these parameters within the physiological
range.

Oh the other hand, in kidney, TSH levels were decreased and the treatment
with extract was able to partially reverse this result, which is in accordance with
Cardoso et al., (2021), that demonstrated the effects of resveratrol in prevent this
decrease in serum of animals with hypothyroidism.

The effect of reactive species is neutralized by antioxidant enzymes, which
play a crucial role in the direct removal of free radicals (pro-oxidants), offering
essential protection to biological sites. However, in patients with hypothyroidism, data
on the activity of these enzymes is contradictory. Among the most effective

antioxidant enzymes are SOD and CAT. The animals in the hypothyroid group
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showed a significant decrease in the activity of the SOD and CAT the whole blood
and, interestingly, the treatment with blackberry extract reversed this decrease in
CAT activity, although for SOD this effect was not observed. This effect was in
accordance with other studies that also showed decreased SOD and CAT activities
in hypothyroidism (BALDISSARELI et al., 2016; BAGHCHEGHI et al., 2022). These
findings can suggest that blackberry is able to modulate CAT activity, providing
protection against oxidative damage observed in the hypothyroidism, especially with
regard to high levels of hydrogen peroxide.

Fruits stand out as significant sources of bioactive compounds, capable of
slowing down or inhibiting the chain reactions triggered by free radicals. This
antioxidant property has led to an increase in demand for fruit on the national and
international markets, driven by scientific evidence that reinforces the extra-nutritional
benefits of these foods. In addition to providing basic nutrients, the biologically active
substances present in fruit exhibit cardioprotective properties and could acts in the
prevention or as therapeutic agents in cardiovascular diseases that constitute serious
public health problems (PAZ et al., 2015). From a phytochemical point of view, for red
fruits this potential is due to the high content of anthocyanins and other phenolic
substances present in these fruits (ZHANG et al., 2019). Complementing this
perspective, epidemiological studies indicate that diets rich in plant-based foods,
including fruit and vegetables, contribute significantly to reducing the risk of chronic
non-communicable diseases. These diseases include conditions such as
cardiovascular disease, cancer, metabolic disorders, neurodegenerative and
inflammatory diseases (ALEIXO et al., 2022).

Taken together, these results indicate that blackberry extract has the potential

to act as an adjuvant treatment in the control of hypothyroidism, offering promising



44

benefits for human health. An important finding in this study was that the animals in
the hypothyroid group showed a significant increase in total cholesterol levels, which
was reversed by treatment with caingua blackberry extract. These results are in line
with studies suggesting that blackberry extract may have beneficial effects on various
aspects of metabolic health. Parallel to this, its use has been shown to be effective in
reversing some alterations, as well as having antioxidant properties capable of
attenuating oxidative stress related to thyroid dysfunction. These effects may help to
improve the metabolic profile and, consequently, the quality of life of individuals
affected by the disease. Despite the encouraging results, more clinical studies are
needed to validate its efficacy, safety and elucidate the mechanisms of action, as

well as defining the appropriate therapeutic doses for application in humans.
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TABLES

Table 1: Serum T3 and T4 levels and final body weight

Control Hypothyroidism Hypothyroidism +
Blackberry
T3 (ng/ml) 0.5100 + 0.06940 0.1000 £ 0.000 *** 0.1000 * 0.000 ***
T4 (mcg/dL) 4.075 £ 0.1377 0.4000 + 0.1000**** 1.000 + 0.000%***4
Final Body Weight (g) 422.4 +16.88 324.3 + 9.088 *x** 321.0 + 5.916%***

Table 1. Effect of treatment with caingua blackberry extract (150mg/kg) on levels of
the hormones T3 (triiodothyronine) and T4 (thyroxine) in the blood of animals with
hypothyroidism and on final weight. Values represented as mean + S.E.M (n=4).
***pP<0.001, ***P<0.0001 when compared to the control group. #P<0.05 when

compared to the hypothyroid group.
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Figure 1: Consumption of methimazole during the five weeks of the experiment.
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Figure 2. Biochemical parameters in serum.
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Figure 3. Levels of protein thiols (A) and non-protein thiols (B), ascorbic acid (C) and

thiobarbituric acid reactive substances (D) in the liver.



(A)
25+
20- o
—_ T
I_.__E- 15_
P
=1 10
5_
0- T T
° O
& Q Ly
o& Qt\ @o
@) 9
@\’b
OX
o
(C)
150 -
=) e
S, 1004
oE
£ 0
o E
@ = 50
<
0- T T
o o
K& ,\Q <
& P
® \0&
oxq’
&

Kidney

TBARS levels
(nmol TBARS/mg of protein)

-
(3.}
|

-
(=]
1

(3,1
1

o
|

51

(B)

(D)

H 3

Figure 4. Levels of protein (A) and non-protein (B) thiols, ascorbic acid (C) and

thiobarbituric acid reactive substances in kidney.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Consumption of methimazole during the five weeks of the experiment,
values represented mean + S.E.M. (n=8) (*P<0.05), (***P<0.001), (****P<0.0001),
when compared to the control group (*¥P<0.01), (***P<0.0001) when compared to

the hypothyroid group.

Figure 2. Effect of treatment with caingua blackberry extract (150mg/kg) on the
following biochemical parameters: triglycerides (A), uric acid (B), creatinine (C),
glucose (D) total cholesterol (E) and HDL (F) in the serum of animals with
hypothyroidism. Values represented as mean = S.E.M (n=8). *P<0.01, *P<0.05

when compared to the control group. ##P<0.01 when compared to the hypothyroid

group.

Figure 3. Effect of treatment with caingua blackberry extract (150mg/kg) on levels of
protein thiols (A) and non-protein thiols (B), levels of ascorbic acid (C) and
thiobarbituric acid reactive substances (D) in the liver of animals with hypothyroidism.

Values represented as mean = S.E.M (n=8). *P<0.05 when compared to the control

group.

Figure 4. Effect of treatment with caingua blackberry extract (150mg/kg) on levels of
protein (A) and non-protein (B) thiols, levels of ascorbic acid (C) and thiobarbituric
acid reactive substances in the kidneys of animals with hypothyroidism. Values
represented as mean + S.E.M (n=8). *P<0.05 when compared to the control group.

#P<0.05 when compared to the hypothyroid group.

Figure 5. Effect of treatment with caingua blackberry extract (150mg/kg) on the

activity of the antioxidant enzymes catalase (A) and superoxide dismutase (B) in
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erythrocytes from animals with hypothyroidism. Values represented as mean = S.E.M
(n=8). **P<0.01, *P<0.05 when compared to the control group. #P<0.05 when

compared to the hypothyroid group.

5 DISCUSSAO

O estudo do hipotireoidismo € essencial para entender seus mecanismos e
impacto na saude, além de buscar novas terapias. Embora a reposi¢cdo hormonal
seja o tratamento indicado, investiga-se 0 uso de compostos naturais, como 0
extrato de amora, na modulagdo da funcéo tireoidiana.

Neste estudo, o hipotireoidismo foi induzido experimentalmente com
metimazol, e sua confirmac&o ocorreu pela medicdo dos horménios T3 e T4 no soro
dos animais. O extrato de amora caingua (150 mg/kg) ndo alterou os niveis de T3,
mas foi habil em restaurar os niveis de T4. E possivel sugerir que o efeito seja
explicado pelo fato de que o T4 € o principal hormbnio secretado pela tireoide,
enquanto o T3 é majoritariamente produzido a partir de uma conversao de T4 na
periferia, podendo permanecer sem alteracbes por um maior periodo de tempo,
mesmo diante de alteracdes na producéo tireoidiana de T4.

Em relacdo ao consumo de MMI, observou-se que, na segunda semana,
houve reducdo no grupo hipotireoidismo em comparacdo com o controle. A partir da
terceira semana, com o tratamento com extrato de amora-preta, essa reducdo foi
revertida no grupo hipotireoidismo + extrato, tendéncia que se manteve até a quarta
semana. Na quinta semana, o grupo hipotireoidismo continuou com reducdo no
consumo de MMI, enquanto o grupo tratado com extrato apresentou aumento
significativo, mas nao atingiu os niveis do grupo controle, mostrando apenas
reversao parcial.

O consumo reduzido de agua pelos ratos tratados com Metimazol pode ser
atribuido a desregulacéo do apetite e sede, causada pela deficiéncia dos hormdnios
tireoidianos. Essa deficiéncia afeta o centro de controle da sede no cérebro,
diminuindo a sensacao de sede e resultando em menor ingestao de agua, devido ao
comprometimento do metabolismo e da regulacdo de liquidos pelo hipotireoidismo
induzido (MCANINCH et al., 2014).
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As anadlises bioquimicas mostraram alteracdes significativas em alguns
parametros. Os animais do grupo hipotireoidismo apresentaram uma reducao
expressiva nos niveis de triglicerideos, efeito que foi revertido pelo tratamento com o
extrato de amora caingua. Embora existam poucas pesquisas sobre os efeitos desse
extrato nos parametros bioquimicos, especialmente em relacéo aos triglicerideos no
contexto do hipotireoidismo, alguns estudos ja investigaram a influéncia de extratos
vegetais sobre os perfis lipidico e hormonal.

Um estudo com antocianinas demonstrou atividades antiaterogénicas e
antiplaguetarias em uma populacdo com sindrome metabdlica. Apds quatro
semanas de consumo de suplementos de antocianina por pacientes com sindrome
metabdlica, observou-se uma reducdo significativa nos niveis de triglicerideos
(ABOONABI A et al., 2020).

Por outra perspectiva, ndo foram observadas diferencas significativas nos
niveis de acido Urico, creatinina, glicose e HDL entre os grupos experimentais. Os
animais com hipotireoidismo apresentaram aumento no colesterol total, revertido
com o tratamento com extrato de amora caingua. Estudo de Marques e Teixeira
(2008) mostrou que o extrato aquoso de Morus nigra L. reduziu significativamente os
niveis de colesterol. Além disso, os mirtilos, com suas propriedades antioxidantes,
tém sido destacados pelo potencial de reduzir o risco de doencas crbénicas (MA et
al., 2018; DEBOM et al., 2016).

A avaliacao dos parametros oxidativos revelou alteragdes nos niveis de tibis
proteicos e nao proteicos, acido ascoérbico e substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) nos rins dos animais. Foi observada uma reducéo
significativa nos niveis de TSH no grupo com hipotireoidismo em comparacdo ao
grupo controle, sem reversao pelo tratamento. Além disso, houve um aumento
significativo nos niveis de NPSH e acido ascorbico no grupo com hipotireoidismo em
relacdo ao grupo controle, mas o tratamento com extrato de amora caingud nao
conseguiu reverter essas mudancgas.

Além disso, o tratamento com extrato de amora reverteu o aumento dos niveis
de TBARS no figado, evidenciando seu potencial antioxidante. Esse achado é
consistente com estudos anteriores que relacionam a redugdo da peroxidacao
lipidica ao uso de extratos de amora-preta (Krél et al., 2016). Nos rins, ndo houve
diferenca significativa nos niveis de TBARS em animais com hipotireoidismo,

sugerindo maior resisténcia renal a danos oxidativos. No entanto, a diminui¢cdo
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desses niveis nos animais tratados reforca a acdo protetora do extrato contra o
estresse oxidativo associado ao hipotireoidismo.

Os niveis de ti6is proteicos e ndo proteicos, bem como de acido ascérbico no
figado dos animais com hipotireoidismo apresentaram um aumento substancial nos
niveis de NPSH e acido ascorbico, o que pode ser explicado pela tentativa do
sistema de defesa do organismo em manter esses niveis elevados para combater
danos oxidativos. No grupo tratado com o extrato, embora ndo tenha havido
diferencga significativa, os niveis de NPSH e acido ascorbico foram semelhantes aos
do grupo controle, 0 que sugere que a amora ajuda a manter esses parametros
dentro dos valores fisiolégicos, como indicado por outros estudos (SILVA et al.,
2023). Aléem disso, o tratamento com extrato de amora caingua nao causou
alteracdes significativas nos niveis de TSH.

Os animais do grupo hipotireoidismo também mostraram uma reducédo
significativa na atividade da enzima catalase, que foi revertida pelo tratamento com
extrato de amora caingua. Esse efeito é consistente com outros estudos que
observaram a diminuicdo da atividade da CAT em casos de hipotireoidismo
(BAGHCHEGHI et al., 2022).

Em relacdo a enzima superoxido dismutase (SOD), houve uma reducao
significativa na atividade dessa enzima no grupo com hipotireoidismo, mas o
tratamento com o extrato de amora ndo causou alteracBes significativas nesse
parametro. O aumento da atividade da CAT, acompanhado pela reducdo da
atividade da SOD, pode refletir uma adaptacdo do sistema antioxidante a um
ambiente com maior producdo de peréxido de hidrogénio, como observado em
outros estudos, como o de Resende et al., (2012) com plantas de algodao.

As frutas sdo fontes importantes de compostos bioativos que ajudam a
retardar ou inibir as reagcdes em cadeia provocadas pelos radicais livres. Essa
atividade antioxidante tem aumentado a demanda por frutas nos mercados global e
nacional, sustentada por evidéncias cientificas que destacam seus beneficios além
da nutricdo. Além de fornecer nutrientes essenciais, 0S compostos bioativos das
frutas possuem propriedades cardioprotetoras e estdo associados a prevencao de
doencas que representam sérios problemas de saude publica (SUCUPIRA et al.,
2012; SANTOS et al., 2015). Estudos epidemiolégicos mostram que dietas ricas em
alimentos de origem vegetal, como frutas e vegetais, ajudam a reduzir

significativamente o risco de doencas cronicas ndo transmissiveis, como doencas
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cardiovasculares, cancer, disturbios metabdlicos, doencas neurodegenerativas e
inflamatorias (CARRATU et al., 2005).

Dessa forma, os resultados indicam que o extrato de amora apresenta
potencial benéfico no controle do hipotireoidismo, influenciando parametros como
consumo hidrico, peso corporal e niveis hormonais. O tratamento reverteu a reducao
do consumo hidrico e dos niveis do hormbénio T4 e normalizou alteracdes
bioguimicas, como a queda dos triglicerideos e o aumento do colesterol total. Além
disso, de maneira importante, melhorou pardmetros oxidativos no figado e rim,
restaurando os niveis de TBARS e a atividade da enzima CAT, o0 que o torna o

extrato um importante e promissor adjuvante no tratamento do hipotireoidismo.
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